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EPITOPES T DE L' ANTIGENE EPHA2 

La presente invention est relative a des 
peptides derives de la proteine EphA2 et a leur 
utilisation en immunotherapie antitumorale. 
5 La vaccination ou immunotherapie peptidique 

est une approche therapeutique qui fait actuellement 
l'objet d' un grand interet dans le cadre de la prevention 
ou du traitement des cancers. Son principe repose sur 
1' immunisation par des peptides reproduisant des epitopes 

10 T d' antigenes tumoraux reconnus par les lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL) , qui jouent un role majeur dans 
1' elimination des cellules cancereuses exprimant ces 
antigenes a leur surface. 

On rappellera que les CTL ne reconnaissent pas 

15 les antigenes proteiques entiers, mais des fragments 
peptidiques de ceux-ci, presentes par les molecules du 
complexe majeur d' histocompatibilite (CMH) exprimees a la 
surface de differentes cellules. Ce sont ces fragments 
peptidiques qui constituent les epitopes T. 

20 La presentation de ces peptides resulte d' un 

processus complexe, denomme « appretement de 
1'antigene », qui implique 3 etapes principales : 

- la degradation cytosolique des antigenes par 
un complexe multienzymatique denomme proteasome ; 

25 - la translocation des peptides issus de cette 

degradation dans le reticulum endoplasmique (RE) par les 
transporteurs TAP ; 

- 1' association de ces peptides avec le CMH 
pour former des complexes stables peptide /CMH, qui seront 

30 exportes a la surface cellulaire. 

La presentation des epitopes T a la surface 
cellulaire depend notamment de la stabilite de la 
proteine antigenique dans le cytosol, des sites et de la 
frequence des coupures effectuees par le proteasome, de 

35 l'efficacite de la translocation dans le RE par les 
transporteurs TAP, et de la capacite des peptides a se 
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fixer aux molecules du CMH et a former des complexes 
peptide/CMH stables. 

Les epitopes presentes par le complexe majeur 
d' histocompatibilite de classe I (CMH I) ont generalement 
8 a 11 acides amines, et sont reconnus par les cellules T 
CD8+, qui representent la composante majeure de la 
reponse cytotoxique. Les epitopes presentes par le 
complexe majeur d' histocompatibilite de classe II 
(CMH II) ont generalement 13 a 18 acides amines et sont 
reconnus par les cellules T CD4+. 

L' identification de ces epitopes, et notamment 
(compte tenu du role essentiel de la reponse CD8+ dans la 
cytotoxicity) de ceux presentes par le CMH I, constitue 
done une etape essentielle pour le developpement de 
compositions d' immunotherapie anti-tumorale . 

De nombreux antigenes tumoraux capables 
d'induire une reponse CTL sont connus a l'heure actuelle. 
Certains des epitopes T de ces antigenes ont ete 
identifies, et l'efficacite de vaccins a base de peptides 
reproduisant ces epitopes T a ete montree dans de 
nombreux cas. Cependant, 1' expression de la majorite de 
ces antigenes est restreinte a certains types 
histologiques de tumeurs, ce qui limite leur utilisation 
clinique. II est done souhaitable d' identifier d'autres 
antigenes tumoraux exprimes par un grand nombre de 
tumeurs d'origine variee, et qui soient en outre capables 
d'induire une reponse immunitaire cytotoxique 
antitumorale. 

Le recepteur EphA2 , precedemment denomme ECK 
(LINDBERG et HUNTER, Molec. Cell. Biol. 10, 6316-6324, 
1990), est un recepteur membranaire, possedant une 
activite tyrosine kinase. La sequence du recepteur EphA2 
humain est representee dans la figure 1 (SEQ ID NO : 1). 
Ce recepteur comprend un domaine extracellulaire de 534 
acides amines, un domaine transmembranaire de 24 acides 
amines, et un domaine cytoplasmique de 418 acides amines 
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qui contient le domaine tyrosine kinase. Ce recepteur est 
surexprime dans plusieurs types de cancer tels que le 
cancer du colon, du sein, de la prostate, du poumon, de 
I'estomac, de l'oesophage ainsi que le melanome 
5 metastatique, mais n'est pas surexprim£ dans des lesions 
non cancereuses de ces memes tissus (ROSENBERG et al. Am. 
J. Physiol. 273, 824, 1997; ZELINSKI et al. Cancer Res. 
61, 2301, 2001; NEMOTO et al. Pathobiology 65, 195, 1997, 
EASTY et al. Int. J. Cancer 60, 129, 1995; WALKER DANIEL 

10 et al. Prostate 41, 275, 1999). II a ete observe que la 
surexpression d'EphA2 etait liee a la transformation 
maligne et facilitait la progression metastatique des 
tumeurs. De plus, EphA2 joue un role important dans la 
neovascularisation tumorale (OGAWA et al. Oncogene 19, 

15 6043, 2000) . 

Du fait de sa surexpression dans de nombreux 
types de tumeurs, et de son implication dans la 
transformation maligne et dans 1' angiogenese tumorale, il 
a ete propose d'utiliser EphA2 comme cible de traitements 

20 antitumoraux. Ainsi, la Demande PCT WO 01/121172 propose 
1' utilisation d'anticorps diriges contre des epitopes B 
portes par le domaine extracellulaire du recepteur EphA2 
pour 1' immunotherapie antitumorale passive. 

Cependant, on ignorait jusqu'a- present si 

25 EphA2 pouvait etre apprete efficacement pour generer des 
epitopes T capables d' induire une reponse cytotoxique 
antitumorale. A fortiori, aucun epitope T de cet antigene 
n'avait ete identifie. 

Les Inventeurs ont maintenant identifie dans 

30 EphA2 des peptides immunogenes presentes par le CMH I, et 
induisant des lymphocytes T cytotoxiques capables de 
lyser des cellules tumorales exprimant EphA2. 

La presente invention a en consequence pour 
objet un peptide immunogene constituant un epitope T 

35 presente par le CMH I, caracterise en ce qu'il est 




WO 03/091383 PCT/FR03/01280 

4 

constitue par un fragment de 8 a 11 acides amines 
consecutifs de l'antigene EphA2. 

Dans le cadre de 1' expose de la presente 
invention, on entend par « peptide immunogene » un 
5 peptide capable d'induire une reponse CTL specif ique 
contre l'antigene EphA2. 

Des peptides conformes a 1 1 invention peuvent 
etre obtenus de di verses manieres a partir de l'antigene 
EphA2. Par exemple il est connu que des peptides 

10 susceptibles de former un complexe avec un allele du 
CMH I donne ont en commun la presence, a certaines 
positions, de residus d' acides amines particuliers, 
denommes « residus d' ancrage ». On a ainsi defini pour 
les differents alleles du CMH I, des motifs d' ancrage 

15 specif iques, impliquant des acides amines denommes 
« residus d' ancrage primaires ». II a aussi ete montre 
que des residus situes en dehors des motifs d' ancrage 
primaires (residus d' ancrage secondaires) pouvaient 
exercer un effet favorable ou defavorable sur l'af finite 

20 du peptide pour le CMH. 

Le choix des sequences peptidiques 
susceptibles de constituer des epitopes presentes par un 
allele du CMH I donne, peut s'effectuer, de maniere 
classique, par 1' analyse de la sequence peptidique de 

25 l'antigene EphA2, afin de selectionner les peptides 
possedant tout ou partie du motif d' ancrage primaire 
correspondant a cet allele. Differentes bases de donnees 
repertoriant les motifs d' ancrage connus sont 
disponibles : a titre d'exemples, on citera la base 

30 SYFPEITHI ( http: //www. uni-tuebingen . de/uni/kxi/ ; 

RAMMENSEE et al., Immunogenetics, 50, 213-219, 1999), ou 
la base BIMAS 

( http: //bimas.dcrt . nih . qov/molbio/hla bind ; PARKER et 
al., J. Immunol. 152, 163, 1994;. 

35 Generalement , on determinera ensuite 

l'af finite de liaison des peptides ainsi identifies pour 
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1' allele du concernee, ainsi que la stabilite du complexe 
peptide/molecule du CMH I. En effet, les peptides non- 
immunogenes presentent le plus souvent une faible 
affinite pour les molecules du CMH I, et/ou forment avec 
celles-ci un complexe peu stable. Des methodes pour 
determiner 1' affinite du peptide pour la molecule du 
CMH I, et la stabilite du complexe form6 sont connues en 
elles-memes. On citera par exemple celle decrite par 
FIRAT et al. (Eur. J. Immunol., 29, 3112, 1999). 

1/ affinite d' un peptide pour une molecule du 
CMH I est le plus souvent definie par rapport a celle 
d'un peptide de reference (par exemple IVGAETFYV (SEQ ID 
NO :2) pour HLA-A*0201 ou RPHERNGFTV (SEQ ID NO :3) pour 
HLA-B*0702), sous forme d' affinite relative. L'affinite 
relative est definie comme le rapport entre la 
concentration du peptide teste et la concentration du 
peptide de reference permettant la formation dans les 
memes conditions, de la meme quantite de complexe 
peptide/molecule du CMH I. Plus l'affinite relative est 
importante, plus l'affinite de liaison du peptide pour la 
molecule du CMH I sera faible. 

La stabilite du complexe peptide/molecule du 
CMH I est souvent definie par la DC50, qui represente le 
temps necessaire a la dissociation de 50% des complexes 
formes . 

Par exemple, dans le cas des peptides 
potentiellement immunogenes et presentes par HLA-A*0201, 
l'affinite relative est generalement inferieure a 5 et la 
DC 50 superieure a 2 heures. 

L' immunog£nicite des peptides potentiellement 
immunogenes ainsi detectes peut .etre verifi£e, par 
exemple par des methodes classiques de determination de 
la capacite de ce peptide a generer, in vivo, ex vivo, ou 
in vitro une reponse CTL specif ique vis-a-vis de 
cellules-cibles chargees avec ce peptide, ou exprimant 
1'antigene EphA2 dont il est issu. 
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Les peptides possedant une faible affinite 
pour la molecule du CMH I concernee, et/ou formant avec 
cette derniere un complexe peu stable, ont generalement 
une faible immunogenicite . Toutefois, ces peptides 
5 peuvent presenter un interet th&rapeutique, dans la 
mesure ou il apparait que les epitopes de faible affinite 
ne participent que peu ou pas a 1' etablissement de 
phenomenes de tolerance, qui constituent un des 
principaux ecueils de la vaccination antitumorale. 

10 Dans ce cas, il est possible de preparer des 

peptides variants dont 1' immunogenicite est plus 
importante, par substitution d'un ou plusieurs des acides 
amines du peptide natif par un ou plusieurs acides amines 
favorables a 1' affinite pour la molecule du CMH I 

15 concernee et/ou a la stabilite du complexe 
peptide/molecule du CMH I. 

Ces peptides variants font egalement partie de 
l'objet de la presente invention. 

Des acides amines favorables a 1' affinite pour 

20 une molecule du CMH I donnee et/ou a la stabilite du 
complexe peptide/molecule du CMH I, peuvent par exemple 
etre constitues par des residus d'ancrage, et notamment 
les residus d'ancrage secondaires, connus pour la 
molecule du CMH I concernee. Ces residus d'ancrage 

25 peuvent facilement etre identifies par consultation des 
bases de donnees disponibles, comme celles mentionnees 
ci-dessus. 

A titre d' exemple de substitution permettant 
d'augmenter 1' immunogenicite d'un peptide presente par 
30 une molecule du CMH I, et notamment par HLA-A*0201, on 
citera la substitution de 1'acide amine N-terminal dudit 
peptide par une tyrosine, comme decrit dans la Demande 
PCT WO 02/08716. 

L' affinite d'un peptide variant pour la 
35 molecule du CMH I concernee, ainsi que son immunogenicite 



WO 03/091383 PCT/FR03/01280 



peuvent ensuite etre verifiees comme indique ci-dessus 
pour les peptides natifs. 

A titre d' exemple non limitatif de realisation 
de la presente invention, les Inventeurs ont identifie 
5 cinq peptides, denommes ci-apres p58, p61, p546, p550 et 
p883, presentes par HLA-A*0201. 

Les sequences (code 1 lettre) de ces peptides 
sont les suivantes : 

p58 : IMNDMPIYM (SEQ ID NO: 4); 
10 p61 : DMPIYMYSV (SEQ ID NO: 5)'; 

p546 : VLLLVLAGV (SEQ ID. NO: 6) ; 

p550 : VLAGVGFFI (SEQ ID NO: 7); 

p883 : TLADFDPRV (SEQ ID NO: 8). 

lis ont egalement obtenu, a partir du peptide 
15 p61 f qui ne presente qu'une faible af finite pour HLA- 
A*0201, et une faible immunogenicite, un peptide 
inununogene, denomme ci-apres p61Y de sequence YMPIYMYSV 
(SEQ ID NO: 9), resultant de la substitution du residu N- 
terminal de p61 par un residu tyrosine. 
20 Ces peptides sont capables d' induire une 

reponse CTL specifique vis-a-vis de cellules HLA-A*0201 
exprimant EphA2 . lis induisent notamment une reponse 
cytotoxique vis-a-vis de cellules tumorales HLA-A*0201 
issues de tumeurs de types varies. 
25 La presente invention a egalement pour objet 

des compositions comprenant au moins un peptide 
inununogene conforme a 1' invention, ou une molecule 
d'acide nucleique codant pour ledit peptide. 

II peut s'agir de compositions 

30 multiepitopiques, capables de generer une reponse CTL 
polyspecif ique, et qui dans ce but comprennent egalement 
un ou plusieurs autre (s) epitope (s) inununogene (s) . Ces 
autres epitopes peuvent etre issus d'EphA2, ou d'un ou 
plusieurs autres antig£nes. 
35 Ces compositions multiepitopiques conformes a 

1' invention peuvent comprendre, pour etre largement 
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utilisables sur une population dont les individus portent 
des alleles HLA differents, des epitopes presentes par 
differentes molecules du CMH I. Elles peuvent egalement 
comprendre en outre au moins un epitope presents par une 
molecule du CMH II, et capable d' induire une reponse T 
auxiliaire. 

Selon un mode de realisation prefere d'une 
composition conforme a 1' invention, elle comprend au 
moins un polypeptide chimerique comprenant une ou 
plusieurs copies d'un peptide immunogene conforme a 
1' invention. Dans le cas d'une composition 
multiepitopique, ledit polypeptide chimerique comprend en 
outre une ou plusieurs copies d' au moins un autre epitope 
immunogene . 

Un tel polypeptide chimerique peut etre 
facilement obtenu par des methodes connues en elles- 
memes, et notamment par les techniques classiques de 
1'ADN recombinant. 

La presents invention a egalement pour objet 
les molecules d'acide nucleique codant pour un peptide 
immunogene ou pour un polypeptide chimerique conforme a 
1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation d'un epitope peptidique immunogene, d'une 
composition, ou d'une molecule d'acide nucleique conforme 
a 1' invention pour 1'obtention d'un medicament, et 
notamment d'un medicament destine a 1' immunotherapie 
antitumorale, et en particulier au traitement de tumeurs 
exprimant EphA2. 

Ceci englobe une grande variete de tumeurs, 
parmi lesquelles on citera notamment les tumeurs du 
colon, du sein, de la prostate, du poumon, de I'estomac, 
du rein, et de I'cesophage. 

Les peptides p58, p61, p546, p550, p883 et 
p61Y sont notamment utilisables pour 1'obtention de 
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medicaments destines au traitement de patients HLA- 
A*02G1. 

La presente invention englobe egalement les 
medicaments comprenant, en tant que principe act if, au 
5 moins un peptide immunogene, une composition, ou une 
molecule d'acide nucleique conforme a 1' invention. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, lesdits medicaments sont des vaccins. 

Des medicaments conformes a 1' invention 
10 peuvent comprendre en outre les excipients usuels, ainsi 
que des adjuvants habituellement utilises en 
immunotherapie, et permettant par exemple de favoriser 
1' administration du principe actif, de le stabiliser, 
d'augmenter son immunogenicite, etc. 
15 La presente invention sera mieux comprise a 

1'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant 
1' induction d'une reponse cytotoxique antitumorale par 
des peptides conformes a l f invention issus de 1'antigene 
20 EphA2. 

EXEMPLE 1 : IDENTIFICATION D' EPITOPES D'EPHA2 PRESENTE S 
PAR LA MOLECULE HLA-A*0201. 

La sequence d'acides amines de la proteine 
EphA2 a ete analysee a l'aide du logiciel BIMAS (PARKER 
25 et al., J. Immunol. 152, 163, 1994), afin d' identifier 
des peptides potentiellement capables de se lier a HLA- 
A*0201. Parmi les epitopes potentiels identifies, les 
cinq peptides suivants : 

p58 : IMNDMPIYM (SEQ ID NO: 4); 
30 p61 : DMPIYMYSV (SEQ ID NO: 5); 

p546 : VLLLVLAGV (SEQ ID NO: 6) ; 
p550 : VLAGVGFFI (SEQ ID NO: 7); 
p883 : TLADFDPRV (SEQ ID NO: 8) ; 
ont ete selectionnes . 
35 Les peptides correspondant a ces sequences ont 

ete synthetises par SYNT : EM (Nimes, France) . La purete 
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(>85%) est controlee par chromatographie liquide a haut 
rendement en phase inverse. Les peptides sont 
lyophilises, puis dissous dans du DMSO a 10 mg/mL et 
stockes a -80°C. 
5 L' immunogenicite de ces peptides a ete evaluee 

par la mesure de leur af finite pour HLA-A*0201. Celle-ci 
est definie par deux parametres : 1'af finite relative 
(RA) qui reflete la capacite des peptides a se fixer a 
HLA-A*0201, et la vitesse de dissociation des complexes 
10 HLA-A*0201/peptide (DC50) qui temoigne de leur stabilite. 
Les peptides a af finite elevee (RA<5 et DCso>2 hrs) , sont 
potentiellement immunogenes, contrairement aux peptides a 
faible af finite (RA>5 et DC 5 o<2 hrs) . 
Af finite relative : 

15 Des cellules T2 (FIRAT et al. f Eur. J. 

Immunol., 29, 3112, 1999) (3x10 s cellules/mL ) humaines, 
qui sont deficientes en transporteurs TAP, sont incubees 
a 37°C pendant 16 heures avec diverses concentrations 
(100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM) de chaque peptide a tester 

20 dans du milieu RPMI 1640 sans serum, supplements avec 
100 ng/mL de |32-microglobuline humaine. Ensuite, elles 
sont lavees deux fois, et marquees avec l'anticorps 
monoclonal BB7 . 2 (PARHAM et al., Hum. Immunol., 3, 4, 
277-299, 1981) qui est specif ique de la molecule HLA- 

25 A*0201, puis avec un anticorps de chevre anti-Ig de 
souris, couple a l f isothiocyanate de fluoresceine (FITC). 

Les cellules sont ensuite analysees en 
cytometrie de flux* Pour chaque concentration de peptide, 
la fluorescence specifique de HLA-A*0201 est calculee en 

30 tant que pourcentage de la fluorescence obtenue avec 
100 uM d'un peptide de reference (HIVpol 589 ; IVGAETFYV 
,SEQ ID NO: 2). L'affinite relative (RA) est definie 
comme le rapport de la concentration de chaque peptide 
induisant 20% de la fluorescence obtenue avec 100 pM du 

35 peptide de reference, a la concentration du peptide de 
reference induisant 20% de la fluorescence obtenue avec 
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100 pM dudit peptide de reference. Plus 1'af finite 
relative est faible, et plus fortement le peptide se lie 
a HLA-A*0201. La RA moyenne pour chaque peptide est 
determinee a partir d' au moins trois experiences 
independantes. Dans toutes les experiences, 20% de la 
fluorescence maximale ont ete obtenus pour 1 a 3 pM du 
peptide de reference. 
Stabilite : 

Des cellules T2 (lOVmL ) sont incubees 
pendant une nuit a 37 °C avec 100 pM de chaque peptide a 
tester dans du milieu RPMI 1640 sans serum, supplements 
avec 100 ng/mL de P2-microglobuline humaine. Ensuite, 
elles sont lavees a quatre reprises pour eliminer les 
peptides libres, incubees avec du BREFELDIN A { SIGMA ; 
10 pg/mL ) pendant une heure pour prevenir 1' expression a 
leur surface des molecules HLA-A*0201 nouvellement 
synthetisees, lavees et incubees £ 37°C pendant 0, 2, 4, 
6 ou 8 heures en presence de BREFELDIN A (0,5 pg/mL) . 
Pour chaque temps d' incubation, les cellules sont ensuite 
marquees, comme indiquS ci-dessus, avec l'anticorps 
BB7.2, et analysees en cytometrie de flux pour evaluer la 
quantite de complexe peptide/HLA-A*0201 present a leur 
surface. Cette quantite est evaluee par la formule : 
(fluorescence moyenne des cellules T2 preincubees avec le 
peptide - fluorescence moyenne des cellules T2 traitees 
dans des conditions similaires en 1' absence de peptide). 
Le DC 5 o (complexe de dissociation : DC) est defini comme 
etant le temps (en heures) requis pour la perte de 50% 
des complexes HLA-A*0201 /peptide stabilises a t-0. 

Les resultats de ces experimentations sont 
presentes dans le Tableau I ci-apres. 
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Tableau I 



Peptide 


Sequence 


RA 


DC50 


p58 


i IMNDMPIYM 


1 


4 


p61 


DMPIYMYSV 


>10 


ND 


p61Y 


YMPIYMYSV 


1,5 


ND 


p546 


VLLLVLAGV 


1,4 


4-6 


p550 


VLAGVGFR 


1 


4-6 


p883 


TLADFDPRV 


2,2 


2-4 



ND : non determine. 



Ces resultats montrent que les peptides p58, 
p546, p550 et p883 possedent une affinite de liaison 
5 importante (RA de 1 a 2,2). En revanche, le peptide p61 
presente une faible affinite pour HLA-A*0201 (RA > 10) et 
devrait done ne pas etre immunogene. Pour ameliorer 
1' affinite de ce peptide pour HLA-A*0201, les inventeurs 
ont substitue l'acide aspartique en position 1 par une 
10 residu tyrosine. Le peptide variant p61Y obtenu presente 
une affinite de liaison importante (RA=1,5), bien 
superieure a celle du peptide dont il est derive. 

Les resultats montrent egalement que . les 
peptides p58, p546, p550 et p883 forment des complexes 
15 stables avec les molecules HLA-A*0201 (DC 50 > 2h pour 
chacun d'entre eux) . 

EXEMPLE 2 : IMMUNOGENIC I TE DES PEPTIDES P58, P61Y, P546, 
P550 ET P883 : 

Induction de CTL specif iques par vaccination avec les 
20 peptides 

L' immunogenicite des peptides p58, p61Y, p546, 
p550 et p883 a ete evaluee par generation de CTL sur des 
souris transgeniques HHD (PASCOLO et al., J. Exp. Med., 
185, 2043, 1997). Ces souris sont p2m-/-, D b -/- et 

25 expriment une monochaine HLA-A*0201 composee des domaines 
al et a2 de HLA-A*0201 et des domaines a3 et 
intracellulaire de D b , reliee par son extremite N- 
terminale a 1' extremite C-terminale de la p2- 
microglobuline humaine par un peptide de 15 acides 

30 amines. 
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Les souris HHD regoivent une injection sous- 
cutanee a la base de la queue avec 100 pg de chaque 
peptide a tester emulsifie dans de 1' adjuvant incomplet 
de Freund, en presence de 140 pg d'un epitope auxiliaire 
5 T derive de 1'antigene « core » de HBV (128-140, sequence 
TPPAYRPPNAPIL, SEQ ID NO: 10). 

Apres 11 jours, des cellules spleniques 
prelevees sur les souris (5*10 7 cellules dans 10 mL) sont 
stimulees in vitro avec le peptide a tester (10 pM) . Au 

10 6eme jour de culture, les populations qui repondent sont 
testees pour determiner une cytotoxicite specifique. Les 
cellules qui repondent sont restimulees in vitro a des 
intervalles d'une semaine avec 2*10 7 cellules spleniques 
HHD irradiees (3000 rads) et 1 a 0,1 pM de peptide en 

15 presence de 50 UI/mL d' IL2 recombinante ( PROLEUKIN, 
CHIRON CORP) . 

Des essais de cytotoxicite sont - ef f ectues 6 
jours apres la derniere stimulation. 

Des cellules RMAS-HHD sont utilisees comme 

20 cibles pour etudier la cytotoxicite. Ces cellules sont 
obtenues par transfection de cellules RMAS murines avec 
la construction HHD comme decrit par PASCOLO et al. (J. 
Exp. Med., 185, 2043, 1997). 

Ces cellules-cibles sont marquees avec 100 pCi 

25 de 51 Cr pendant 90 minutes, puis lavees trois fois et 
etalees dans des plaques de 96 puits a fond rond (3xl0 3 
cellules/puits dans 100 pi de RPMI 1640 + 3% de serum de 
veau foetal). Elles sont chargees avec 1 pM du peptide a 
tester, ou d'un peptide temoin non-pertinent, a 37°C 

30 pendant 90 minutes. 

Ensuite, 100 pi des cellules effectrices 
(rapport cellules ef f ectrices/cellules cible = 40/1) sont 
ajoutes dans les puits et les plaques sont incubees a 
37 °C pendant 4 heures. Apres incubation, 100 pi de 

35 surnageant sont collectes et la radioactivite est mesuree 
dans un compteur y. 
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Le pourcentage de lyse specifique est calcule 
par la formule : [(liberation de 51 Cr experimentale- 
liberation de 51 Cr spontanee) / (liberation de 51 Cr maximale- 
liberation de 51 Cr spontanee)] * 100. Dans toutes les 
5 experiences, la liberation spontanee est inferieure a 20% 
de la liberation maximale induite par HC1 3N. 

Les resultats de ces experimentations pour les 
peptides p58 et p550 sont illustres par la Figure 2. 
□ : peptide non-pertinent ; 
10 B : peptide EphA2 . 

Ces resultats montrent que 1' immunisation par 
le peptide p58 ou p550 genere des CTL qui tuent les 
cibles RMAS-HHD chargees avec ce meme peptide, mais pas 
les cellules chargees avec le peptide non-pertinent. Des 
15 resultats equivalents ont ete obtenus avec les peptides 
p61Y, p546 et p883. 

Des lignees de CTL, respectivement denommees 
mCTL58, mCTL61Y, mCTL54 6, mCTL550 et mCTL883 ont ete 
etablies, a partir des cellules spleniques de souris HDD 
20 immunisees avec le peptide p58 # p61Y, p546, p550 ou p883, 
par stimulation repetees in vitro avec des concentrations 
decroissantes (10 fiM-1 ^M) du meme peptide. 

L'avidite de ces lignees pour leur peptide 
inducteur a ete determinee en mesurant, comme decrit ci- 
25 dessus, leur cytotoxicite vis-a-vis de cellules cibles 
RMAS-HHD chargees avec des concentrations croissantes 
(1 pM a 10 uM) du peptide concerne. 

Les resultats sont illustres par la Figure 3. 
Ces resultats montrent que les lignees mCTL58, 
30 mCTLSlY, mCTL54 6, mCTL550 et mCTL883 possedent une 
avidite relativement elevee. On obtient 50% de la lyse 
maximale pour des concentrations de peptide qui vont de 3 
nM dans le cas de raCTL546 a 40 nM dans le cas de 
mCTL61Y. 




WO 03/091383 PCT/FR03/01 280 

15 

EXEMPLE 3 : RECONNAISSANCE DES EPITOPES APPRETES 
NATURELLEMENT DE L'ANTIGENE EPHA2 PAR DES CTL INDUITES 
PAR LES PEPTIDES P58 OU P550 

Pour tester si les peptides p58 et p550 
5 constituent des epitopes appretes naturellement de 
1'antigene EphA2, la r£ponse des cellules des lignees 
mCTL58 et mCTL550 a des cellules exprimant cet antigene a 
ete evalu^e de deux manieres differentes. 

1) Stimulation par des cellules COS-7 transfectees 
10 exprimant EphA2 » 

Les cellules des lignees mCTL58 et mCTL550, 
sont stimulees avec des cellules COS-7 de singe co- 
transfectees avec la construction HHD (PASCOLO et al. 
precite) et un plasmide contenant 1'ADNc de EphA2 . A 
15 titre de temoins negatifs on utilise des cellules COS-7 
transfectees soit avec la construction HHD seule, soit 
avec le plasmide contenant l'ADNc de EphA2 seul . 

La stimulation des CTL est evaluee par mesure 
de leur secretion de TNF-cu A titre de temoin positif, on 
20 utilise les cellules COS-7 transfectees avec la 
construction HHD et charg£es avec le peptide p58 ou p550. 

4 jours apres la transf ection, les cellules 
COS-7 sont mises en contact avec les cellules mCTL58 et 
mCTL550 a raison de 5*10 4 CTL pour 3*10 4 cellules COS-7 
25 dans du RPMI 1640 en presence de 10% SVF. 

Apres 6 heures d' incubation, le surnageant est 
preleve (50 ^L) , et mis en contact avec des cellules de 
fibrosarcome de souris WEHI164 clone 13 (3*10 4 par puits) 
qui se caract£risent par une forte sensibilite a 
30 l'apoptose induite par le TNF-cu Afin de quantifier la 
teneur en TNF des surnageants de culture, une gamme 
etalon de TNF-a (concentrations de 0 a 10 4 pg/mL) est 
utilisee en parallele. Apres 16 heures d' incubation a 
37°C, la viabilite des cellules WEHI-164 clone 13 est 
35 determinee par un test colorimetrique au MTT (SIGMA) 
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(ESPEVIK et NISSEN MEYER, J. Immunol. Methods., 95, 99, 
1986). 

Les resultats sont illustres par la Figure 4. 
- : cellules COS-7 non transfectees ; 
5 EphA2 : cellules COS-7 transf ectees par l'ADNc 
d'EphA2 seul ; 

HHD : cellules COS-7 transfectees par la construction HHD 
seule ; 

HHD + peptide : cellules COS-7 transfectees avec la 
10 construction HHD et chargees avec le peptide p58 ou 
p550 ; 

HHD+ EphA2 : cellules COS-7 transfectees avec la 

construction HHD et l'ADNc d'EphA2. 

Ces resultats montrent que les lignees mCTL58 
15 et mCTL550 repondent a la stimulation par les cellules 

COS co-exprimant HHD et EphA2 . 

En revanche, on n'observe aucune reponse aux 

cellules COS transfectees separement par la construction 

HHD ou par l'ADNc d'EphA2. 
20 2) Stimulation par des cellules tumorales humaines HLA- 

A*0201 exprimant EphA2 . 

Les lignees tumorales HLA-A*0201 suivantes ont 
ete utilisees : SAOS (sarcome) , 1355 (cancer du poumon), 
Caco-2 (cancer du colon), HIEG (carcinome renal), LNCaP 
25 (cancer de la prostate) . La lignee DU145 (cancer de la 
prostate) n' exprimant pas HLA-A*0201 a egalement ete 
utilisee a titre de temoin negatif. 

Parmi ces lignees, DU145 et Caco-2 sont 
connues comme exprimant EphA2, et LNCaP comme n' exprimant 
30 pas EphA2. 

L' expression d' EphA2 dans les autres lignees 
tumorales a ete evaluee par transfert de Western. Le 
niveau d' expression EphA2 dans 1' ensemble des lignees 
utilisees est resume dans le Tableau II ci-dessous. 
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Tableau II 




Lignee cellulaire 


Expression HLA-A 0201 


Expression EphA2 


SAOS 




+ 


1355 


+ 


+ 


Caco-2 


+ 


+ 


HIEG 


+ 


+ 


LNCaP 






DU145 




+ 



+ : forte expression 



- : pas d'expression. 

Les lignees mCTL58 et mCTL550 ont ete 
5 stimulees par les lignees tumorales SAOS, 1355, Caco-2, 
HIEG, LNCaP, et DU145 mentionnees ci-dessus. Les lignees 
mCTL61Y, mCTL54 6 et mCTL 883 ont ete stimulees par les 
lignees tumorales LNCaP, DU145 et Caco-2 mentionnees ci- 
dessus. La stimulation est evaluee par detection de la 
10 secretion de TNF-a, comme decrit ci-dessus. 

Les resultats sont illustres par les Figures 
5A, 5B et 5C. 

La figure 5A montre que les cellules mCTL58 et 
mCTL550 repondent a la stimulation par les cellules Caco- 
15 2, qui expriment HLA-A*0201 et EphA2, mais ne repondent 
ni aux cellules DU145 qui n' expriment pas HLA-A*0201 ni 
aux cellules LNCaP qui n' expriment pas EphA2. 

La figure 5B montre que les cellules mCTL58 et 
mCTL550 repondent a la stimulation par les cellules HIEG, 
20 Caco-2, 1355 et SAOS qui expriment des quantites 
importantes d'EphA2, mais ne repondent pas aux cellules 
LNCaP qui n' expriment pas EphA2 . 

La figure 5C montre que les cellules mCTL61Y, 
mCTL546 et mCTL883 repondent a la stimulation par les 
25 cellules Caco-2 qui expriment des quantites importantes 
d'EphA2, mais ne repondent pas aux cellules LNCaP et 
DU145 qui n' expriment pas EphA2 et HLA-A*0201 
respectivement . 

Les resultats des experimentations ci-dessus 
30 montrent que les CTL induits par p58, p61Y, p546, p550 ou 
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p883 reconnaissent des epitopes appretes naturellement de 
1'antigene EphA2. 

EXEMPLE 4 : INDUCTION DE CTL HUMAINS SPECIFIQUES DES 
PEPTIDES P58 OU P550. 

La capacite de p58 et p550 a induire des CTL 
In vitro a partir de cellules mononucleees du sang 
peripherique (PMBC) de donneurs sains a ete testee comme 
suit . 

Les PBMC sont obtenues / a partir de 
prelevements sanguins par leucocytapherese sur des 
donneurs sains, apres centrif ugation a 2000 rpm pendant 
20 min sur gradient de Ficoll/Hypaque (AMERSHAM) . Apres 3 
lavages en NaCl 0,9%, 10 7 PBMC sont resuspendues dans 
chacun des puits d' une plaque de culture a 6 puits, dans 
3 mL de milieu complet (RPMI 1640 supplements avec 10% de 
serum humain AB inactive par la chaleur) , et incubees a 
37°C pendant 2 heures. Apres incubation, les cellules 
non-adherentes sont prelevees et les cellules 
adherentes sont di f f erenci£es en cellules dendritiques 
par ajout dans chacun des puits de 3 mL de . milieu 
complet contenant 50 ng/mL de GM-CSF (R&D SYSTEMS ) et 
1000 UI/mL d'IL-4 (R&D SYSTEMS). Apres 7 jours de 
culture les cellules dendritiques sont collectees et 
chargees avec le peptide p58 ou p550 par incubation 
pendant 4 heures a 20°C avec 40 jig/mL de peptide en 
presence de 3 fig/mL de P2-microglobuline, puis irradiees 
a 4200 rads ; elles sont ensuite lavees pour eliminer le 
peptide libre. Des cellules CD8+ sont isolees a partir 
des cellules non-adherentes a l'aide de microbilles 
coupl^es a un anticorps anti-CD8 (MILTENYI BIOTEC) . 

0,5xl0 6 cellules CD8+ sont stimulees par co- 
culture dans une plaque a 48 puits avec 2,5*10 4 cellules 
dendritiques chargees avec le peptide p58 ou p550, dans 
du milieu complet supplements avec lOng/mL d' IL-7 dans un 
volume final de 500 nl/puits. Le jour suivant la mise en 
culture, on ajoute dans chacun des puits 10 ng/mL d' IL-10 
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humaine (R&D SYSTEMS) ; le deuxieme jour, on ajoute 
dans chacun des puits 30 UI/mL d' IL-2 humaine. Le 
septieme et le quatorzieme jour apres la premiere 
stimulation, les cellules CD8+ sont restimulees avec les 
5 cellules adh£rentes chargees par 10 ug/mL de peptide en 
presence de 3 ug/mL de P2-microglobuline et irradiees. De 
l'IL-10 (10 ng/mL) et de l'IL-2 (30 UI/mL) sont ajoutees 
respectivement 24 heures et 48 heures apres 
restimulation. Sept jours apres la seconde restimulation, 

10 la reponse de ces cellules a des cellules T2 chargees 
avec p58 ou p550 ou avec un peptide non-pertinent, ou a 
des cellules tumorales HLA-A*0201 Caco-2 (exprimant EphA2 
et HLA-A*0201), LNCaP (exprimant HLA-A*0201 et 
n'exprimant pas EphA2 ) , et DU145 (exprimant EphA2 et 

15 n'exprimant pas HLA-A*0201) est evaluee par dosage de la 
production d'lFNy intra-cellulaire . 

Les cellules hCTL58 ou hCTL550 sont incubees 
avec les cellules T2 chargees, ou avec les cellules de la 
lignee tumorale testee, en presence de 20 ug/mL de 

20 BREFELDINE-A (SIGMA). Apres 6 heures, elles sont lavees, 
marquees avec un anticorps anti-CD8 conjugue a la r- 
phycoerythrine (CALTAG LABORATORIES) dans du PBS pendant 
25 min a 4°C, lavees et fixees avec du paraformaldehyde a 
4%. Elles sont ensuite permeabilisees par de la saponine 

25 (SIGMA) a 0,2% dans du PBS, et marquees avec un anticorps 
monoclonal anti-IFNy conjugue a 1' allophycocyanine 
(PHARMINGEN) . 

Les cellules sont ensuite analysees en 
cytometric de flux (FACSCalibur™ (BECTON DICKINSON) et 

30 logiciel CellQuest™) . 

Les r^sultats (exprimes en nombre de cellules 
CD8+ productrices d'lFNypour 10 5 cellules CD8+) sont 
illustres par les Figures 6A et 6B. 

La Figure 6A montre que les CTLs humains 

35 obtenus a partir de cellules CD8+ stimulees 
respectivement par le peptide p58 (hCTL58) ou le peptide 
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p550 (hCTL550) sont actives par les cellules T2 chargees 
avec le peptide correspondant , et qu'on observe aucune 
activation par les cellules T2 chargees avec le peptide 
non-pertinent . 

5 La Figure 6B montre une reponse des CTLs 

hCTL58 et hCTL550 vis-a-vis de la lignee tumorale Caco-2 
(EphA2\ HLA-A*0201 + ) , mais pas vis-a-vis des lignees 
LNCaP (EphA2\ HLA-A*0201 + ) et DU145 (EphA2 + , HLA-A*020r) . 

Ces resultats demontrent que les peptides p58 
10 ou p550 induisent des CTLs humains capables de 
reconnaitre des cellules tumorales HLA-A*0201+ exprimant 
EphA2 . 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide immunogene const ituant un epitope T 
presente par le CMH I, caracterise en ce qu'il est constitue 
par un fragment de 8 a 11 acides amines consecutifs de 
l'antigene EphA2. 

2) Peptide immunogene selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

- le peptide de sequence IMNDMPIYM (SEQ ID NO:4); 

- le peptide de sequence VLLLVLAGV (SEQ ID NO: 6) ; 

- le peptide de sequence VLAGVGFFI (SEQ ID N0:7); 

- le peptide de sequence TLADFDPRV (SEQ ID NO:8). 

3) Peptide immunogene constituant un epitope T 
presente par le CMH I, caracterise en ce qu'il est derive d'un 
peptide constitue par un fragment de 8 a 11 acides amines 
consecutifs de l'antigene EphA2, par substitution d'au moins 
un acide amine dudit peptide, par un acide amine augmentant 
1'af finite dudit peptide pour un allele du CMH I. 

4) Peptide immunogene selon la revendication 3, 
caracterise en ce qu'il est derive d'un peptide constitue par 
un fragment d£ 8 a 11 acides amines consecutifs de l'antigene 
EphA2 , par substitution de 1' acide amin£ N-terminal dudit 
peptide par un residu tyrosine. 

5) Peptide immunogene selon la revendication 4, 
caracterise en ce qu'il est defini par la sequence YMPIYMYSV 
(SEQ ID No : 9) . 

6) Polynucleotide codant pour un peptide selon une 
quelconque des revendications 1 a 5. 

7) Composition comprenant au moins un peptide selon 
une quelconque des revendications 1 a 6, ou un polynucleotide 
selon la revendication 5. 

8) Composition selon la revendication 7, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d' une composition 
multiepitopique comprenant en outre un ou plusieurs autre (s) 
peptide (s) immunogene (s) ou un ou plusieurs polynucleotide (s) 
codant pour le(s)dits peptide(s). 

9) Composition selon la revendication 7, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide chimerique 
comprenant au moins une copie d'un peptide selon une 
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quelconque des revendications 1 a 5 et au moins une copie d'un 
autre peptide immunogene, ou d'un polynucleotide codant pour 
ledit polypeptide chimerique. 

10) Utilisation d'un peptide selon une quelconque 
des revendications 1 a 5, d'un polynucleotide selon la 
revendication 6, ou d'une composition selon une quelconque des 
revendications 7 a 9, pour l'obtention d'un medicament. 

11) Utilisation selon la revendication 10, 
caract§risee en ce que ledit medicament est destine a 
1' immunoth£rapie anti-tumorale . 

12) Utilisation selon la revendication 11, 
caracteris§e en ce que ledit medicament est destine a 
1' immunotherapie de tumeurs exprimant 1'antigene EphA2. 

13) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 10 a 12, caract§risee en ce que ledit 
medicament est destine au traitement de patients HLA-A*0201. 
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h EphA2: 



1 melqaaracf allwgcalaa aaaaqgkevv lldfaaagge Igwlthpygk gwdlmqnimn 
61 dmpiymysvc nvmsgdqdnw lrtnwvyrge aerifielkf tvrdcnsfpg gasscketfn 
121 lyyaesdldy gtnfqkrllt kidtiapdei tvssdfearh vklnveersv gpltrkgfyl 
181 afqdigacva llsvrvyykk cpellqglah fpetiagsda pslatvagtc vdhavvppgg 
241 eeprmhcavd gewlvpigqc lcqagyekve dacqacspgf fkfeasespc lecpehtlps 
301 pegatscece egffrapqdp asmpctrpps aphyltavgm gakvelrwtp pqdsggredi 
361 vysvtceqcw pesgecgpce asvrysepph gltrtsvtvs dlephmnytf tvearngvsg 
421 Ivtsrsfrta svsinqtepp kvrlegrstt slsvswsipp pqqsrvwkye vtyrkkgdsn 
481 synvrrtegf svtlddlapd ttylvqvqal tqegqgagsk vhefqtlspe gsgnlavigg 
541 vavgvvlllv lagvgffihr rrknqrarqs pedvyfskse qlkplktyvd phtyedpnqa 
601 vlkftteihp scvtcqkvig agefgevykg mlktssgkke vpvaiktlka gytekqrvdf 
661 lgeagirngqf shhniirleg viskykprruni iteymengal dkflrekdge fsvlqlvgml 
721 rgiaagmkyl anmnyvhrdl aarnilvnsn IvckvsdfgJ srvleddpea tyttsggkip 
781 irwtapeais yrkftsasdv wsfgivmwev mtygerpywe lsnhevmkai ndgfrlptpm 
841 dcpsaiyqlm mqcwqqerar rpkfadivsi Idklirapds lktladfdpr vsirlpstsg 
901 segvpfrtvs ewlesikmqq ytehfmaagy taiekvvqmt nddikrigvr lpghqkriay 
961 sllglkdqvn tvgipi 
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0598-069-EXT-SEQ. ST2S 
SEQUENCE LISTING 



<110> INSERM 
ICR 

KOSMATOPOULOS, KOStas 
ALVES, Pedro 

<120> EPITOPES T DE L'ANTIGENE EPHA2 

<130> MlPah598/69EX 

<160> 10 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 976 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<4O0> 1 

Met Glu Leu Gin Ala Ala Arg Ala Cys Phe Ala Leu Leu Trp Gly Cys 
1 5 10 15 

Ala Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gin Gly Lys Glu val val Leu Leu 
20 25 30 

Asp Phe Ala Ala Ala Gly Gly Glu Leu Gly Trp Leu Thr His Pro Tyr 
35 40 45 

Gly Lys Gly Trp Asp Leu Met Gin Asn lie Met Asn Asp Met Pro lie 
50 55 60 

Tyr Met Tyr Ser Val Cys Asn val Met Ser Gly Asp Gin Asp Asn Trp 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Asn Trp val Tyr Arg Gly Glu Ala Glu Arg lie Phe lie 
85 90 95 

Glu Leu Lys Phe Thr val Arg Asp Cys Asn Ser Phe Pro Gly Gly Ala 



100 



105 



110 
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0598-069-EXT-SEQ.ST25 

Ser ser Cys Lys Glu Thr Phe Asn Leu Tyr Tyr Ala Glu Ser Asp Leu 
115 120 12S 

Asp Tyr Gly Thr Asn Phe Gin Lys Arg Leu Phe Thr Lys lie Asp Thr 
130 135 140 

lie Ala Pro Asp Glu lie Thr val Ser Ser Asp Phe Glu Ala Arg His 
145 150 155 160 

Val Lys Leu Asn val Glu Glu Arg Ser val Gly Pro Leu Thr Arg Lys 
165 170 175 

Gly Phe Tyr Leu Ala Phe Gin Asp lie Gly Ala Cys Val Ala Leu Leu 
180 185 190 

Ser Val Arg val Tyr Tyr Lys Lys Cys Pro Glu Leu Leu Gin Gly Leu 
195 200 205 

Ala His Phe Pro Glu Thr lie Ala Gly Ser Asp Ala Pro Ser Leu Ala 
210 215 220 

Thr val Ala Gly Thr Cys val Asp His Ala val val Pro Pro Gly Gly 
225 230 235 240 

Glu Glu Pro Arg Met His Cys Ala val Asp Gly Glu Trp Leu val Pro 
245 250 255 

lie Gly Gin Cys Leu Cys Gin Ala Gly Tyr Glu Lys val Glu Asp Ala 
260 265 270 

Cys Gin Ala Cys Ser Pro Gly Phe Phe Lys Phe Glu Ala Ser Glu Ser 
275 280 285 

Pro Cys Leu Glu Cys Pro Glu His Thr Leu Pro Ser Pro Glu Gly Ala 
290 295 300 

Thr ser Cys Glu Cys Glu Glu Gly Phe Phe Arg Ala Pro Gin Asp Pro 
305 310 315 320 

Ala Ser Met Pro Cys Thr Arg Pro Pro Ser Ala Pro His Tyr Leu Thr 
325 330 335 

Ala val Gly Met Gly Ala Lys val Glu Leu Arg Trp Thr Pro Pro Gin 
340 345 350 

Asp Ser Gly Gly Arg Glu Asp lie val Tyr Ser val Thr Cys Glu Gin 
355 360 365 

Cys Trp Pro Glu Ser Gly Glu Cys Gly Pro Cys Glu Ala Ser val Arg 
370 375 380 

Page 2 
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Tyr Ser Glu Pro Pro His Gly Leu Thr Arg Thr Ser val Thr val Ser 
385 390 395 400 

Asp Leu Glu pro His Met Asn Tyr Thr Phe Thr val Glu Ala Arg Asn 
405 410 415 

Gly val Ser Gly Leu val Thr ser Arg Ser Phe Arg Thr Ala Ser val 
420 425 ~ 430 

Ser lie Asn Gin Thr Glu Pro Pro Lys Val Arg Leu Glu Gly Arq Ser 
435 440 445 

Thr Thr Ser Leu Ser val Ser Trp Ser lie Pro Pro Pro Gin Gin Ser 
450 455 460 

Arg val Trp Lys Tyr Glu val Thr Tyr Arg Lys Lys Gly Asp Ser Asn 
465 470 475 480 

Ser Tyr Asn val Arg Arg Thr Glu Gly Phe Ser val Thr Leu Asp Asp 
485 490 495 

Leu Ala Pro Asp Thr Thr Tyr Leu val Gin val Gin Ala Leu Thr Gin 
500 505 510 

Glu Gly Gin Gly Ala Gly Ser Lys val His Glu Phe Gin Thr Leu Ser 
515 520 525 

Pro Glu Gly ser Gly Asn Leu Ala val lie Gly Gly val Ala val Gly 
530 535 540 

val val Leu Leu Leu val Leu Ala Gly val Gly Phe Phe lie His Arq 
545 550 555 560 

Arg Arg Lys Asn Gin Arg Ala Arg Gin Ser Pro Glu Asp val Tyr Phe 
565 570 575 

Ser Lys Ser Glu Gin Leu Lys Pro Leu Lys Thr Tyr val Asp Pro His 
580 585 590 

Thr Tyr Glu Asp Pro Asn Gin Ala Val Leu Lys Phe Thr Thr Glu lie 
595 600 605 

His Pro Ser Cys val Thr Arg Gin Lys val lie Gly Ala Gly Glu Phe 
610 615 620 

Gly Glu val Tyr Lys Gly Met Leu Lys Thr Ser Ser Gly Lys Lys Glu 
625 630 635 640 

Val Pro val Ala lie Lys Thr Leu Lys Ala Gly Tyr Thr Glu Lys Gin 
645 650 655 
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Arg val Asp Phe Leu Gly Glu Ala Gly lie Met Gly Gin Phe Ser His 
660 66S 670 



His Asn lie lie Arg Leu Glu Gly Val lie Ser Lys Tyr Lys Pro Met 
675 680 685 



Met lie lie Thr Glu Tyr Met Glu Asn Gly Ala Leu Asp Lys Phe Leu 
690 695 700 



Arg Glu Lys Asp Gly Glu Phe ser val Leu Gin Leu val Gly Met Leu 
705 710 715. 720 



Arg Gly lie Ala Ala Gly Met Lys Tyr Leu Ala Asn Met Asn Tyr Val 
725 730 735 



His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn lie Leu Val Asn Ser Asn Leu Val 



Cys Lys Val Ser Asp Phe Gly Leu Ser Arg val Leu Glu Asp Asp Pro 
755 760 765 



Glu Ala Thr Tyr Thr Thr Ser Gly Gly Lys lie Pro lie Arg Trp Thr 
770 775 780 



Ala Pro Glu Ala lie Ser Tyr Arg Lys Phe Thr Ser Ala Ser Asp val 
785 790 795 800 



Trp Ser Phe Gly lie Val Met Trp Glu val Met Thr Tyr Gly Glu Arg 
805 810 815 



Pro Tyr Trp Glu Leu Ser Asn His Glu Val Met Lys Ala lie Asn Asp 
820 825 830 



Gly Phe Arg Leu Pro Thr pro Met Asp Cys Pro Ser Ala lie Tyr Gin 
835 840 845 



Leu Met Met Gin Cys Trp Gin Gin Glu Arg Ala Arg Arg Pro Lys Phe 
850 855 860 



Ala Asp lie val Ser lie Leu Asp Lys Leu He Arg Ala Pro Asp ser 
865 870 875 880 



Leu Lys Thr Leu Ala Asp Phe Asp Pro Arg val Ser lie Arg Leu Pro 
885 890 895 



Ser Thr Ser Gly Ser Glu Gly val Pro Phe Arg Thr val Ser Glu Trp 
900 905 910 



Leu Glu Ser lie Lys Met Gin Gin Tyr Thr Glu His Phe Met Ala Ala 
915 920 925 
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Gly Tyr Thr Ala lie Glu Lys val val Gin Met Thr Asn Asp Asp lie 
930 935 940 

Lys Arg lie Gly Val Arg Leu Pro Gly His Gin Lys Arg lie Ala Tyr 
945 950 955 960 



ser Leu Leu Gly Leu Lys Asp Gin val Asn Thr val Gly lie Pro lie 
965 970 975 

<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Human immunodeficiency virus 
<400> 2 

lie val Gly Ala Glu Thr Phe Tyr val 

<210> 3 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Human herpesvirus 5 

<400> 3 

Arg Pro His Glu Arg Asn Gly Phe Thr val 
1 5 10 

<210> 4 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

lie Met Asn Asp Met Pro lie Tyr Met 

<210> 5 
<211> 9 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
<400> 5 

Asp Met Pro lie Tyr Met Tyr Ser val 

<210> 6 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

val Leu Leu Leu Val leu Ala Gly val 
1 5 

<210> 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

val Leu Ala Gly val Gly Phe Phe lie 

<210> 8 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Thr Leu Ala Asp Phe Asp Pro Arg val 

<210> 9 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
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<220> 



<223> peptide immunogene 



<400> 9 



Tyr Met 
1 



pro lie Tyr Met Tyr ser val 



<210> 10 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 10 

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro lie Leu 
1 5 10 
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